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Calcification　of　the　Achilles　Tendon　Matrices　in　Zucker　Fatty　Rats
Tomoji　YONEDA
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　　To　elucidate　the　pathological　condition　of　ossification　of　the　spinal　ligament，　biochemical
quantification　of　glycosaminoglycan　（GAG）　in　calcified　Achilles　tendon　matrices　in　Zucker　fatty
rats　was　performed．　Results　were　compared　with　radiological　and　histopathological　studies．
　　Zucker　fatty　rats　began　to　develop　Achilles　tendon　calcification　at　three　months　after　birth　and
subsequent　further　calcification　varied　with　the　passage　of　months．　Calcification　images　were
classified　into　four　stages　and　compared．
　　Histopathologically，　there　was　a　tide　mark　surrounding　calcified　lesions　with　chondrocytelike
cells，　and　with　peripheral　GAG　metachromasia．
　　Biochemical　analysis　of　GAG　in　Achilles　tendon　matrices　revealed　an　increase　in　GAG，　mainly
hyaluronic　acid　（HA），　and　a　relative　increase　in　chondroitin－4－sulfate　（Ch－4S）　in　contradistinction
to　chondroitin－6－sulfate　（Ch－6S）　in　the　early　calcification　stage．　As　the　calcification　stage　progres－
sed．　both　the　amount　of　HA　and　the　ratio　of　Ch－4S　to　Ch－6S　declined．
　　’
　　These　findings　suggested　that　an　increase　in　GAG，　particulary　HA，　in　the　Achilles　tendon
matrices　induced　undifferentiated　perivascular　connective　tissue　cells　and　that　ensuing　qualitative
and　quantitative　changes　in　GAG　were　involved　in　differentiation　to　chondrocytes　and　progression
to　calcification　and　ossification．
　　It　was　further　suggested　that　systemic　factors　of　one　kind　or　another，　in　addition　to　local　factors，
affected　calcification　and　ossification　of　the　insertion　of　the　spinal　ligaments　and　the　Achilles
tendon　in　Zucker　fatty　rats．
1．緒 言
後縦靭帯骨化症（OPLL）は，1838年Keyによっ
て症例が詳細に記載されたが，これが疾患単位とし
て認識されるようになったのは，1960年月本1）の剖
検報告に続いて，我国において次々と症例が現れて
（1993年2月25年受付，1993年3月5日受理）
Key　words：Zucker遺伝性肥満ラット（Zucker　fatty　rat），後縦靭帯骨化症（Ossification　of　posterior　longitudi－
nal　ligament），アキレス腱（Achilles　tendon），腱・靭帯骨付着部（Enthesis），生化学（Biochemistry）
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表1実験動物
　実験材料：Zucker　fatty　rat（遺伝性肥満ラット）
1．由来・一・1961，Zucker，　LM．　et　al．
　　Sherman系ラット（13C系）
　　　　ト蕪雑系の・・ダム交配一一一［fatty］
　　黒色ラット（M系）　　　　　　　　突然変異
2．遺伝形式……単純劣性遺伝
3．素因
　　1）　hyperinsulinism
　　2）空腹時血糖……正常ないし軽度上昇
　　3）糖負荷試験……軽度の車糖能低下
　　4）高脂血症
　　5）成長ホルモン低下
　　6）肥満
　　　　　　　　　実験使用月齢
月齢
階数
2
4
3
8
4
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5
6
6
6
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5
8
5
9
4
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4
12
3
15tv
5
計
56
からである．1975年に厚生省特定疾患に指定され，
後縦靭帯骨化調査研究班が発足した．調査研究が進
むにつれ，骨化は前言靭帯・黄色靭帯など脊柱諸靭
帯にも発生することが明らかとなり，脊柱靭帯骨化
症という概念が確立し，その病態解析が多方面で研
究されている．
　脊柱靭帯骨化は未だ原因不明であるが，骨化の成
立には明らかに全身的因子と局所的因子を要し，全
身的に内分泌異常・糖代謝異常・肥満・遺伝的素因
子が背景となっており，更に局所的因子として解剖
学的特徴・持続的機械的ストレスが疑われている．
　当教室においては，以前より脊柱靭帯骨化の病態
解明を目的としてZucker　fatty　rat2）を実験：モデル
として研究を行ってきた．
　今回著者は，靭帯骨化の病態発生の解明の一助と
して，同モデルのアキレス腱石灰化に注目し，この
アキレス腱基質のglycosaminoglyca1（GAG）を定
量分析し，病理組織学所見と比較検討した．
　結合組織のmatrixの主成分の一つであるGAG
は構造形成の一役を担うと同時に，組織代謝の重要
な因子と考えられている．このGAGの生化学的研
究は，病理形態的に認められる種々の変化を生化学
的に把握し，病変の場である結合組織の代謝の変化
と捕らえ，病因の解明にもつながると考えられる．
II．研究方法
1．Zucker　fatty　rat（遺伝性肥満ラット）
　1961年，Zuckerら2）により突然変異として報告
されたもので，単純劣性遺伝子により遺伝される．
臨床的には肥満，高脂血症，高インスリン血症，空
腹時血糖ほぼ正常，軽度の面面能低下を示し，ヒト
肥満および初期成人発症型糖尿病に類似した性質を
もっている．実験動物として，生後2カ月齢から18
カ月齢までのZucker　fatty　rat　56匹を用いた．対
照群としてWistal　rat　25匹を使用した．実験動物
は東京医科大学動物センターにてSPF条件下に維
持，繁殖しているものである．
　2．検索方法
　1）　X線学的検索
　屠殺後，後肢を切断し，周囲の軟部組織を取り除
き，アキレス腱を露出させて軟X線撮影した．撮影
にはSoftex　type　ESMを用い，　Fuji　X－Ray　film
（typeFR　Envelorak）を使用した．40　KVp，1．5
mA，135秒の一定条件下に撮影した．
　2）　病理組織学的検索
　摘出した標本の一部は，0．5％Cethylpyridinium
chloride（CPC）10％中性ホルマリンに固定し，そ
の後，10％EDTAにて脱灰し，パラフィン包埋に
て4μmの矢状断連続切片を作製した．染色は
hematoxylin　eosin（HE）染色施行し，さらに細胞
間基質中のglycosaminoglycan（GAG）分布の形態
学的観察として，pH　4．1　toluidine　blue（TB）染色
を行った3）．
　3）　生化学的検：索
　a）粗製GAG分離
　摘出アキレス腱を細切しアセトン乾燥，乾燥重量
を測定し，その50倍量（μ1／mg）の0．01　Mトリス
塩酸緩衝液（pH　8．0），全容量の1／20量の10％SLS
（2）
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表2実験方法
　　　　実験方法一1
病理標本作製法
屠　殺
　・
後肢を切断しアキレス腱を露出させ軟X線撮影
　；
0．5％CPC10％中性ホルマリン固定
　・
EDTA脱灰
　，
パラフィン包埋
　；
4μmの連続切片作製
　・
HE染色，　pH4．ITB染色で観察
　　　　実験方法一2
粗製グリコサミノグリカン分離法
　　　　ヨ　　
　　　I
　　Acetone　treatment：2days　　　「陥　朔肥ight
　　　　　ぬ　ち　　　　トド　ヨアで
　　　t　　　　Tris　HCI　Buffer　O．01　M　pH8．O　　　　Proteinase　K　（200μg！rn9）
　　　　じ　　　めロニ　わド　ヨカじ
　　　Il”　N“O”　’‘nai　O・3N
　　　　　ド　ヱむ　め　　　　　　　
　　　I
　　Deproteinization；TCA　final　5％
　　　1　　　　　　　　　　，
　　　　　　ロ　　　　
ppt
l
wpshing　80％　EtOHr
washing　100％　EtOHl
PCA　treatment（100℃　10つJ
measurement　of　DNA
　　　　　　　　　実験方法一3
　　　　　　GAG分別定量法
　　　　　　　　じ　　　　ム　　　　　　　　↓　　　　 Washing：　　　　　　　　　80％EtOH　　　　　　　　　100％　EtOH
　　　　　　　Ei。H　ppt
　　　　　　　Chondroitinase　digestion
　　　　　　　Content－1　　　　　　　　　　　Content－2
　　　　　　　　　Sample（10～20μg　as　uronic　acid）　　　Semple（10～20μg　es　uronic　acid）
　　　　　　　　　O．04M　Tris－HCI（pH8．0）　　　　　　　　O．O瞬M　Acetete　buffer（pH6．O）
　　　　　　　　　0、04M　CH，COONe　　　　　　　　　　　O．04M　CH置COON昌
　　　　　　　　　0．01％Bovine　serum　albumine　　　　　O．01％Bovine　serum　albumine
　　　　　　　　　O．1uChsse　ABC　　　　　　　　　　　　O．1uCha5e　AC豆
　　　　　　　lncubation：37て；，2hr
　　　　 　　↓　　 　　100’C，1min．　　　　　　　↓
　　　　　　　　コフ　　　ム　じ　　　　　　
　　　　　　　↓　　ロ。L．，ll，，a，、。n　SVpe「na‘ant（10騨000「pm’10mi”1’
：ll肥1－1；二二瓢鵬一・
。！．d。　GAG　SIp’
　　　　　　　FVt「ati．n
　　　　　　　Analysis　of　unsaturated　disaccharides　by　HPLC
を加え，さらにProteinase　Kを最終濃度200μg／
mlとし，37℃にて一夜撹心する．さらに，水酸化ナ
トリウムを最終濃度O．3　Nになるように加え4時
間保温し，その後塩酸で中和，除蛋白（トリクロー
ル酢酸，最終濃度5％）のため一夜4℃に放置する．
遠心分離後，ゲル濾過処理し，再度遠心後その上澄
みに対し99％エタノール（1％酢酸カリウム）を3
倍量加え，エタノール沈殿として粗製GAGを回収
した4）．この粗製GAGをカルバゾール法5）およびオ
ルシノール法6）にてウロン酸量と共にC／0比を求
めた．また，Proteinase消化後の沈渣をエタノール
洗浄，PCA処理（100℃10　min）し，ジフェニール
アミン法にてDNA量を測定した．
　b）GAG分別定量
　抽出した粗製GAG標品のウロン酸値を測定後，
これをエタノール洗浄・エタノール沈殿後二分割し，
一方に0．04MTris－HC　l　buffer・pH　8．0（0．04　M
CH3　COONa，0．01％bovine　serum　albmin）にて，
0．1uChondroitinase（Chase）ABC，もう一方に
O．04M　Acetate　buffer・pH　6．0　（O．04　M　CH3
COONa，0．01％bovine　serum　albmin）にて，0．1
uChase　ACIIを加え，37℃で2時間反応させた．
100℃，1分間にて酵素を失活させた後，0．7NPCA
処理にて除蛋白し，上澄をKOHで中和し，遠心上
澄みを濾過し得られた不飽和二糖硫酸エステルを，
高速液体クロマトグラフィー（HPLC）装置を用い
分析した．
　分離には，イオン交換系カラム（YMC－PA－30）
を用い，16～800mM　NaH2　PO、の直線濃度勾配で，
40℃・流速1．5m1／minで溶出，230　nmの紫外吸収
で検出定量した7）．
IIL研究結果
　1．X線学的所見
　対照群では，軟X線において，生後4カ月齢頃よ
りアキレス腱に点状石灰化陰影を有する個体を認
め，その後，月齢が進むにつれ円形石灰化陰影を呈
する例も認められた．
　Zucker　fatty　ratでは生後3カ月齢時にアキレス
腱石灰化例を認め，月齢が進むにつれ種々の程度の
石灰化像を認めた．この石灰化像を4段階に分け指
数化を行った（図1）．明らかな石灰化陰影のないも
のを0点，点状石灰化陰影を有するものを1点，石
灰化陰影がアキレス腱前後径の1／4～1／2のものを
2点，アキレス腱前後径の1／2に達する石灰化陰影
を有するものを3点とした．
　これを月齢別にみると，加齢とともに点数の上昇
を示す（図2）．
　対照群・Zucker　fatty　ratともに，小石灰化陰影
はアキレス腱踵骨付着部より離れた中枢側に認めら
（3）
1993年5月　　米田：Zucker　fatty　ratの石灰化アキレス腱基質の病態に関する実験的研究一　303　一
石灰化陰影なし
　　0点
図1
蝋
　　点状石灰化陰影　　　アキレス腱前後　　　　アキレス腱前後
　　　　1点　　　　　径の1／4に達す　　　　径の1／2に達す
　　　　　　　　　　　　　るもの2点　　　　　るもの3点
ZFRの軟X線観察によるアキレス腱石灰化の指数化
指呼
2M　3M　4M　5M　6M　7M　8M　gM　10M　12M　15M～月齢
図2　月齢に伴うアキレス腱石灰化の推移
れ，石灰化の初期に踵骨付着部から連続性に石灰化
のみられたものは無く，高月齢ZRでは石灰化像は
踵骨付着部に達するも，踵骨とお互いに結合，架橋
状となったものは無かった．
　2．病理組織学的所見
　非石灰化アキレス腱組織像では，膠原繊維は平行
に走行し，繊維間には，紡錘型の繊維芽細胞が散在
し，腱組織の肥厚・enthesis部の形態的変化は認め
なかった（図3）．
　ZR石灰化アキレス腱では，石灰化巣は主にアキ
レス腱踵骨付着部よりやや離れた中枢側腹側に観察
され，石灰化巣を囲むように石灰化前線が存在し，
同部には周辺異染性の強い軟骨様細胞が認められ
る．一方，石灰化巣周囲の腱線維配列には乱れおよ
び粗造化を認めた（図4）．しかし，enthesis部に軟
骨様細胞の増殖から骨増殖に至る，明らかなenth－
esopathyの形態は示さなかった．
　この一連の変化は石灰化指数1点の例より認めら
れ，指数2点の例で最も特徴的であった．しかし，
　　　　ロら
（μ9舞1．譜id）
1．0
O．5
’VXNv一””’X．
　　 　2 　3M　4M　5M　6M　7M　8M　gM　10M　12M　15M～月齢
図5　月齢に伴うGAG総量の推移は一定の傾向を
　　認めない
指数3の組織像では腱組織全体の線維配列の乱れや
粗造化が高度になり，石灰化前線の形成や軟骨様細
胞の増加を認め難かった．
　3．生化学的分析
　1）　ウロン酸含有量
　アキレス腱GAG量をウロン酸量として定量する
と，乾燥重量当たりのウロン酸量は0．1～0．15％で
あり，DNA量当たりでは，1．0～1．5（μg　uronic
acid／μg　DNA）であり，これらの増減を月齢別に比
較するも，一定の傾向を認めなかった（図5）．しか
し，これを石灰化指数別に比較すると，指数1の段
階にて一時上昇を認め，指数2・3ではウロン酸量の
低下する例を認めた（図6）．
　また，C／0比は1．8～2．5の値を示し，月齢別・指
数別ともに一定の傾向は認めなかった．
　2）GAGの分別定量
　GAGのChase消化の確認は，生化学工業社GPC
－HPLCにて行った（図7・8）．未消化のGAGを
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図6石灰化指数別にGAG総量を比較すると点数
　　1の段階にて上昇を認めた
GPC－HPLCにて分析すると，　Refractory　index
（RI）に高分子量を示すピアルロン酸（HA）と思わ
れるpeakに引き続き，デルマタン硫酸（DS）が主
体と思われる比較的低分子量のpeakが出現する
が，230nmの紫外吸収にpeakは認められない．
　Chase　ACII消化GAGを分析すると，　DSのpeak
のみRIに出現し，他のGAGは消化され，230　nm
の紫外吸収に不飽和二糖硫酸エステル（△Di）の
peakとして出現する．この二糖類を前記条件で
HPLCにて分析すると，　Chase　ABC消化で得られ
たDS由来の△Di－4　SはChase　ACII消化では出
現しないため，得られたチャートからマッピング法
にて各分画を算出した（図9－a・b・c）．
non－digestion
R．L
UV，．
i 1 1 1 1 9 1 1 11 1 1 1 1 1 1 1 1l126．05311 32，470P
1 1 1 1 1 1 1 1
11 1 1 1 8 1 1 1
i 1 1
1 1 1 1 1 1 1
0 20 27．5 30．8 34．1 37．5 40．8 44．1 47．5 50．8　1 54．1
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o 1
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1 1 1 1 1 1 1 1 11 1 1 1 1 1 1 1
o 20　27．5　30．8　34．1　37．5　40．8　44．1　47．5　sc．8　M．1
　　　　　　　　Elution　time　（min．）
図7GPC－HPLC分析　　未消化アキレス腱基質GAG
digestion　with　Chase　AC　I
R．1．
UV230
　　l
@　l
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@　I　　　　43．333
S2．1192
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　「　l　l　l47，908
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　主要GAG組成比を月齢別に比較してみると，6
カ月齢にて一時HA値の軽度の上昇を示し，以後漸
減した（図10）．これを石灰化指数別に比較すると，
指数1点の段階ではHA量の増加・DS量の減少を
示し，石灰化の進行に伴い，H：A量が減少しDS量
が増加する傾向がみられた（図11）．また，コンドロ
イチン硫酸（Ch－S）量の変動は極く軽度ながら，　Ch
－4SとCh－6　Sの相対比を指数別に比較すると，指
数1点の段階で4S比が一時上昇し，以後低下する
傾向を示した（図12）．
IV．考 察
　L　Zucker　fatty　ratのアキレス腱の石灰化病態
　　について
　1966年Niepel8）は，腱・靭帯，関節包の骨への付
着部をenthesisとし，その部分は骨膜を欠き，硝子
軟骨，石灰化軟骨層（Yoshida’s　zone）が存在し，
特殊な神経終末によりフィードバック機構を有し，
血管に富み，代謝の活発な場所であるとした．
　enthesisは，膠原線維層，線維軟骨層，石灰化軟
骨層および骨層の4層からなる特殊構造をもち，線
維軟骨層と石灰化軟骨層との間には，tidemarkとも
（8）
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図11石灰化指数別GAG組成比の比較では，指数
　　1点の段階でHA比の上昇，　DS比の低下を示
　　した．
いわれる石灰化前線を有している．
　ここにstressが繰り返しかかり，その許容限度を
越えると炎症から組織の障害に至り，その修復過程
でCa沈着の結果新しい骨形成が招来される．　enth－
esisに起こる変化はenthesopathyと総称され，内
因的なものと外因的なものが関係し，その部の骨化
は特にenthesophyteと呼ばれ，外傷，変性，炎症，
内分泌，代謝疾患などで起こり，局所的にも全身的
にも起こり得る．
　OPLLにみる靭帯骨化組織は線維軟骨増殖所見
を特徴とし，しばしば脊柱のenthesis部を通じて椎
骨と連絡することからOPLLは椎骨におけるenth－
esopathyの一種との考えがある．しかし，靭帯骨化
がenthesisのみに限局して始まり，そこから連続的
に進展すると仮定すると）・すべての靭帯骨化を説明
するのは困難であり，山浦9）は，OPLLにみられる
初期骨化の初発部位について，椎体後縁隅角近辺か
ら乳嗜状に発すると考えられるものと，椎体後縁や
椎間高位に限定されること無く不定形，淡雲状の骨
化像が比較的広い範囲に現れるものに分け，前者は
骨化進展が遅く，小型の骨化が椎体後縁部に限局し，
隣接椎体への進展も希に認められるが，それには，
長年月を要し，最終的な形態分類では分節型にとど
まり，一方後者の淡雲状・不定形の初期骨化は数年
以内に長さ厚みともに大きさを増して，連続・混合
型骨化へと進むと述べている．また，骨化進展の部
位に注目すると，最も目立つのは増殖した線維軟骨
と骨化巣との境界であり，軟骨組織と石灰化軟骨組
織との問に活発で不規則な石灰化前線がみられる．
まだ骨化していない肥厚した後縦靭帯は基質の硝子
化，線維細胞の肥大・円形化から軟骨細胞の形態を
呈する．このように軟骨化した後縦靭帯と骨化巣と
の間にも旺盛な石灰化前線が形成され，骨化巣は長
軸方向へ進展し，三浦10）は骨化巣と靭帯の移行部の
基質に，組織化学的に主にHAと同定されるGAG
の増加を証明している．一方，骨化巣と隣接してい
ない靭帯組織内にも異所性骨化の前提を思わせる未
分化間葉系細胞の増殖による靭帯の肥厚も重要視さ
れている11）．
　河合ら12）はZucker　fatty　ratの後縦靭帯骨化に
注目し，加齢や異常ストレスによる後縦靭帯enth－
esisの形態的変化を追求し，靭帯骨化の機序，成因
について研究し，Zucker　fatty　ratの後縦靭帯骨化
には，enthesisより発生する骨化があり，いわゆる
enthesopathyの一部分症と考えられるものが存在
すると推測した．また，enthesoperidiscal部に骨化
の初期所見と思われる組織像を認めている．
　脊柱靭帯のenthesopathyの病態を考える上では
炎症が初発しやすいenthesoperidiscal　regionなど
の周辺組織をも広い意味でenthesisに含めると考
えるべきであり，Niepelら13）も，付着部の腱組織・
（9）
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軟骨・骨組織のみならず，滑液包などの周辺組織を
も広く含めてenthesisとして独立した解剖学的構
造単位として考えており，enthesisにおける炎症性
変化が周囲の滑液包や脊柱においてはenthesoper－
idiscal　regionに強くみられることを考え合わすと
妥当であると思われる．
　本研究でのZucker　fatty　ratのアキレス腱病理組
織学的変化は，同モデルの後縦靭帯enthesoperidis－
cal部に認められる組織の初期変化と類似してお
り，対照群の高齢Wister　ratに認められる限局し
たcalcinosisとは形態を異にし，典型的なentheso－
phyteは認めないが，軟骨様細胞の増殖を認め，石
灰化軟骨様組織が形成され，広い意味での　enth－
esopathyを含む結合組織のmataplasiaと考えられ
た．
　OPLLでは初期骨化に引き続き，通常，肥厚した
後縦靭帯内の線維軟骨組織を介して骨化が発生し，
後縦靭帯の走行に沿って，層嗜好性に進行していく
といわれる．また，非骨化部靭帯も通常肥厚してお
り，この靭帯matrixにはコラーゲンの他，非コラ
ーゲンタンパクが蓄積され，骨形成基質が異常濃度
に含まれる可能性が考えられる14）．この骨化形成準
備状態における靭帯matrixのシュミレーションと
して，Zucker　fatty　ratアキレス腱matrixの生化
学的分析を行った．
　2．Zucker　fatty　ratアキレス腱基質GAGの変
　　動について
　軟骨・骨の発生・分化・成長（morphogenesis）に
ともない，細胞間基質（matrix）のproteoglycan
（PG：GAG蛋白複合体）が質的・量的に変動するこ
とから，PGがmorphogenesisに重要な役割を演じ
ていることは，多く論じられており，細胞分化のphe－
notypicexpressionにおける最も重要なepigenetic
factorのひとつとしての役割が注目されている．
　Zucker　fatty　ratアキレス腱基質のGAGを生化
学的に分析すると，初期石灰化の段階において，HA
を主体としたGAG量の増加とCh－4　SのCh－6　S
に対する相対的増加をした．岩田ら15）16）は，長管骨
骨端軟骨の層別のGAG分析から，柱状層（trans－
forming　zone）でGAG含量が最大になり，石灰化
層（ossifying　zone）で最小になり，さらにCh－S異
性体およびHA組成の各層での分布は，静止層
（resting　zone）におけるCh－O　Sあるいは低硫酸化
Ch－Sの増量：，またossifying　zoneにおけるHAの
著増，CH－4　Sの減少，骨におけるCh－4　Sの増加
を認め，ossifying　zoneは石灰化のinitiationの部
位であり，その軟骨基質のGAG組成の変化は組織
における機能的変化と対比されると述べている．ま
た，bone　matrixを用いた実験で骨形成の過程では
HAの活発な合成があり，この増加が間葉系細胞の
軟骨細胞への分化に重要な役割を果たしていると推
定している．
　Tooleら17）は生物の発生段階の形態形成におい
て細胞の移動が観察されるが，この際HAが大量に
細胞の周囲に存在する，ついで，HAが分解される
と細胞の凝集がおこり，器官形成が始まると報告し
てしる．また，畑18）は鶏胚の腱を用いた実験で，HA
は細胞密度が低く細胞が動く時に活発に合成され，
Ch－Sは細胞増殖にともなって合成され，またDSは
細胞内器官の合成あるいはcollagenとともに細胞
外matrixの形成に関与していると述べている．
　つまり，HAは細胞分化の過程にあって，その
migrationには有効的に，しかしそのaggregation
（軟骨組織形成の時期）には抑制的に働くと考えられ
る．今回の実験でも初期石灰化の時期におけるHA
含有比率の増加をみとめ，未分化間葉前細胞の出現，
軟骨細胞への分化に関与していると考えられた．
　ossifying　zoneにおけるGAG総量の減少，とく
にCh－4　Sの低下について，　Woodwardらエ9）は，　Ch
－4S蛋白複合体がCa＋＋イオンを抱合し，これが蛋
白分解酵素の作用により分解され，Ca＋＋が放出され
石灰化 利用されると述べている．
　以上より，先に述べた結果から，Zucker　fatty　rat
アキレス腱matrixにおいて，経時的ではあるが，
初期石灰化時HAが上昇し，細胞の分化から軟骨組
織形成への変換の段階を有する．その後，Ch－4　Sの
相対的減少とともに石灰化が出現する．しかし，こ
の間のCh－Sの増加は軽微であり，軟骨様細胞の増
殖も限られた範囲に認められた．これはCh－S産生
が限られた範囲のみに起こり，充分な軟骨組織形成
が達成されず，その結果，アキレス腱においては石
灰化にとどまり，成熟した骨形成に至らないと推察
された．
　しかし，この一連のGAGの変化は，　Zucker　fatty
ratの有するような何らかの全身性素因下におい
て，比較的些細な環境の変化（物理的・化学的）で
も，PGの合成系・分解系のバランスを崩し，それが
細胞から組織の機能へ波及する可能性があることを
（　10　）
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示唆すると思われた．
V．結 語
東京医科大学雑誌
　脊柱靭帯骨化症の病態解明の研究を目的として，
Zucker　fatty　ratの石灰化アキレス腱基質のGAG
を生化学的に定量し，病理組織学的所見と対比し，
この病態を検討した．
　1．Zucker　fatty　ratのアキレス腱では，　X線像
において，生後3カ月齢より点状石灰化認められ，
月齢が進むにつて種々の程度の石灰化が認められ
た．この石灰化像を4段階に分け指数化を行った．
　2．病理組織所見では，石灰化巣周囲に石灰化前
線が存在し，晶晶には周辺異染性の強い軟骨様細胞
が認められ，骨化周辺組織の一形態を表現すると思
われた．しかし，成熟した骨形成は認められなかっ
た．
　3．生化学的には，アキレス腱基質のGAG総量
が初期石灰化期に増加し，以後石灰化の進行ととも
に減少した．
　4．HPLCにてGAG組成比を分析すると，初期
石灰化期にはH：A量の増加・DS量の減少を示し，
石灰化の進行に伴いHA量が減少した．　Ch－S量の
変動は軽微であったが，Ch－4　SとCh－6　Sの相対比
は，初期石灰化期に4Sが一一時上昇し，以後低下し
た．
　5．アキレス腱基質のGAG，特にHAの増加が，
未分化間葉系細胞の出現，軟骨細胞への分化，骨化
への進展に関与していることが示唆された．
　稿を終えるに臨み，御懇篤なる御指導と御校閲を
賜りました恩師三浦幸雄整形外科学教授ならび研究
の御指導をいただきました柳澤勇生化学名誉教授，
長井光三助教授に深甚なる謝意を表します．また本
研究にあたり，終始直接御指導，御教示いただきま
した今給黎篤弘助教授，河合清博士，山本謙吾博士
に深く感謝いたします．本論文の要旨の一部は第21
回関東整形災害外科学会，および第5回，6回日本整
形外科学会基礎学術集会において発表した．
　（本研究は厚生省特定疾患「脊柱靭帯骨化症」調査
研究班より補助金をうけた．）
文 献
1）月本裕国：頸部後縦靭帯骨化により脊髄圧迫症候を
　呈した1剖検例．日本外科宝函29：1003～1007，1960
2）　Zucker，　L．M．　et　al：Fatty，　a　New　Mutation　in　the
第51巻第3号
　　Rat．　J．　Hered．　52：275t一一278，　1961
3）渡辺洋望：酸性ムコ多糖の形態学．リウマチ22：68
　　”一74，　1982
4）吉澤善作，長谷川榮一編集：ムコ多糖実験法［II］：
　　209～268南江堂，1973
5）　Bitter，　T．，　and　Muir，　H．M．：AnaL　Biochem．　4，：
　　330，　1962
6）　Khym，　J．T．　et　al：J．　Amer．　Chem　Soc．　74：3199，
　　1952
7）　Yoshida，　K．　et　al：Analysis　of　Unsaturated　Disac－
　　charides　frem　Glycosaminoglycuronan　by　High－
　　Parformanced　Liquid　Chromatography．　Anal．
　　Biochem．　177：327t－332，　1989
8）　Niepel，　G．A．：Enthesopathy．　Acta．　Rheum．　Bal－
　　neorogica．　Pistiniana　1：1・v64，　1966
9）山浦伊裟吉ほか：頸椎後縦靭帯骨化の発生進展機序
　　臨整外23：403～410，1988
10）三浦幸雄，落合　洋＝脊柱靭帯骨化の病理．整i形外科
　　MOOK　50：98・一110，　1987
11）　Ono，　K．　et　al：Ossified　posterior　longitudinal　liga－
　　ment．　A　clinicopathological　study．　Spine　2：126
　　’一一138，　1977
12）河合清：Zucker　fatty　ratの脊柱靭帯骨付着部
　　（enthesis）の病態とEthane－1－hydroxy－1，1－di－
　　phosphonate（EHDP）の影響に関する研究．東京医
　　科大学雑誌47：558～567，1989
13）　Niepel，　G．A．：Enthesopaty．　Clin．　Rheum　Dis　5：
　　857’一v872，　1979
14）後藤澄雄：後縦靭帯骨化症におけるenthesopathy
　　の役割整・災害31：491～498，1988
15）岩田　久ほか：内題骨性骨化とプロテオグリカン．
　　骨代謝10：27～35，1977
16）岩田　久：骨形成因子（Bone　Morphogenetic　Prop－
　　erty：BMP）とその分解系（BMP－ase）について：
　　臨整外9：398～404，1974
17）　Toole，　B．P．：Hyalronate　turnover　during　chon－
　　drogenesis　in　the　chick　limb　and　axial　skeleton．
　　Develop．　Biol．　29：321・’一329，　1972
18）畑隆一郎；細胞の機能変化とプロテオグリカン合成．
　　代謝18：613～627，1981
19）　Woodward，　C．　et　al：Structurefunction　relation－
　　ship　of　protein　polysaccharide　commplex．
　　Spesific　ion－binding　properties．：　Proc．　Nat．　Acad．
　　Sci．　6e：201，　1968
（別刷請求先：〒160新宿区西新宿6－7－1
　　　東京医科大学整形外科学教室米田知二）
（　11　）
